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論文内容要旨
 匿目的】
 自然発症の気管支喘息(喘息)発作の病態を検討するため,臨床的には喘鳴を認めないが,ピー
 クフロー(PEF)のような客観的指標を用いると,すでに気道収縮が認められる時点,すなわち
 客観的には喘息発作と考えられる時点で気管支肺胞洗浄(BAL)を施行し気道内細胞成分を検
 討し,さらに気道内に増加が認められた好塩基球の気道内収積機序を検討するため,BAL液中
 の好塩基球遊走活性(BCA)を測定した。
 匿方法】
 ①対象患者:重症喘息発作にて当科に入院してきた患者で,発作を完全に寛解した後,充分量
 の気管支拡張剤のみで治療すると自然に気道収縮を起こした,ステロイド依存性の喘息患者(男
 性4例,女性5例)を対象とした。患者は,35歳から69歳まででスキンテストとIgE値よりアレ
 ルギー性4例,非アレルギー性5例であった。またコントロール群としては,正常男性9例を用
 いた。②BAL施行法:入院時より患者にPEF(午前6時,午後2時,午後9時)を連日測定さ
 せ,短期大量のステロイド剤投与によりPEFが改善し日内変動が認められなくなった状態から,
 午前6時の時点で20%以上,午後2時の時点で10%以上PEFが低下し,さらにβ・刺激剤の吸
 入を施行してもPEFの低下が50%以上改善しない時点でBALを施行した。BALは,上下気道
 をキシロカインで充分麻酔した後,気管支鏡を右中葉に裡入し,37℃の生理食塩水を30mlずつ
 5回に分け総量150m1注入し,BAL液を回収した。BAL液は,回収量を測定後,細胞成分と上
 清に遠心分離し,細胞成分は細胞数を算定後,サイトスピンにてスメアを作製し,ライトギムザ
 並びにアルシャンブルーサフラニンで染色し細胞分画を求めた。一方,上清は,ヒスタミン濃度
 測定とBCA測定に用いた。③好塩基球分離精製法:末梢静脈血を90m1採取し,デキストラン
 沈降法により白血球浮遊液を得た後,これをエルトリエ一夕ーシステムに入れ,回転数を2000回
 転に維持した状態で流速を12m1/分から17ml/分に上げ,流出液150m1を採取した。流出液は
 遠心後,細胞成分を1.065g/m1のパーコール溶液に再調整し,下からLO859/m1,LO80g/ml,
 1.0709/mlのパーコール溶液を重層した15mlのチューブの最上層に載せ,700gで15分間遠心し
 た。遠心後,3層の細胞層のうち中間の細胞層を採取洗浄後,アルブミン濃度2%のハンクス液
 に浮遊させ,最終的に純度70%以上,平均82.5%の好塩基球に精製し2×105個/m1の濃度とし
 た。④BCA測定:ボイデン法の変法である48wellchemotaxischamberを用いた。チャンバー
 の下室にサンプルを入れ,その上に8μmの孔を持つフィルターを載せ,上室を装着後,各上室
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 の穴に好塩基球を1×104個ずつ入れ,5%CO、下に1時間培養した。BCAは,フィルターを
 アルシャンブルーサフラニンで染色後,フィルター下面に遊走した好塩基球を400倍視野5視野
 分合計しBCAとした。BCAは,BAL液を56℃で30分間並びに100℃で15分間熱処理後,さらに
 BAL液中のBCAに対するInterleukin3(IL-3),Granulocyte-macrophagecolonys“mulating
 factor(GM-CSF)の関与を検討するため,BAL液をこれらの抗体であらかじめ処理した後の
 BCAを測定した。またBAL液中のBCAを有する物質の分子量は,SephadexG-25によりBAL
 液を処理後,BCAを測定し検討した。
 【結果】
 ①正常群と比較し,喘息患者では,好酸球(平均16%)とヒスタミン含有細胞(平均約0.9%),
 リンパ球(平均約12%)が有意に増加していたが,好中球や肺胞マクロファージは増加していな
 かった。気道内に増加が認められたヒスタミン含有細胞,すなわちアルシャンブル一陽性細胞に
 は,好塩基球と肥満細胞が認められ,両者の細胞の増加が認められた。②BAL液中のヒスタミ
 ン濃度は,喘息群で平均0.97ng/mlと,正常群の平均0.08ng/m1と比較し喘息群で有意に高かっ
 た。③BAL液中のBCAは,喘息群で平均約80個/5hpf,正常群で約6個/5hpfと喘息群のBAL
 液中で有意に増加していた。またBAL液中の好塩基球の比率とBAL液中のBCAとの間には,
 P<0.01の有意な相関が認められた。④BAL液中のBCAは,56℃30分の熱処理では不活化せず,
 100℃15分の熱処理で不活化したことより,補体の可能性は少なく蛋白を含め熱に変性しやすい
 物質と考えられた。またBAL液をIL-3,GM-CSFの抗体で処理しても有意な影響を受けなかっ
 たことより,これらの関与は少ないと考えられた。⑤SephadexG-25でBAL液中のBCAの分
 子量を検討すると,分子量500から3500ダルトンの低分子量領域に4っのBCAのピークが認め
 られ,これらピークは,56℃30分間の熱処理には,安定であったが,100℃15分間の熱処理によ
 り,これらのBCAのピークは,いずれも消失した。
 監考案】
 喘息患者では,自然発症の発作時に好酸球と好塩基球が集積しており,好塩基球の集積機序に
 は低分子のBCAの関与が示唆された。
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 審査結果の要旨
 喘息は気道の可逆性と過敏性を特徴とする急性の疾患であると考えられてきたが,これらは主
 に気管支平滑筋の攣縮にのみ依存した現像であり,気道狭窄の他の要因,例えば気道粘膜浮腫や
 気道内分泌物貯留などの気道内の炎症に対する評価は行われていなかった。ところが最近になり,
 軽症喘息患者の非発作時や抗原吸入誘発による気道収縮時に気管支肺胞洗浄(BAL)や気管支
 生検が安全に施行できることが確認され,軽症喘息でも気道内に炎症が存在し,気道内炎症が可
 逆性の気道狭窄や気道過敏性の原因であり,症状は急性に出現するが,実は慢性の気道疾患であ
 ると認識されるようになった。
 本研究では,臨床上気道内炎症が最も重要な役割を果している重症の喘息患者でBALを行っ
 た点が独創的である。そのため,著者はまず重症発作で入院した喘息患者を全身的な短期大量の
 ステロイド投与でほぼ完全に寛解させ,その後気管支拡張剤のみを投与し,気道狭窄の程度をピー
 ク・フロー(日に3回:起床時,午後2時,就寝時)で観察し,気道狭窄を起こした患者,すな
 わちステロイド依存性患者を対象に,客観的に明らかな気道狭窄が出現した時点でBALを施行
 した。その結果,重症喘息患者の気道狭窄時には気道内に好酸球やアルシャン・ブルー陽性細胞
 が有意(p<0.01)に増加していること,またリンパ球は増加傾向にあり,好中球は変化なく,
 マクロファージは相対的に有意に低下していることを確認した。さらにアルシャン・ブルー陽性
 細胞には単核と多核のものとがあり,多核のものは好塩基球の可能性が示唆されたことより,気
 道内に好塩基球を遊走させる物質が存在すると仮定してBAL液の好塩基球遊走活性(BCA)を
 測定した。これまでBCAの測定は世界でも数カ所で実施されているのみであり,また対象とし
 て用いる好塩基球の純度は10-20%程度のものが使用されていたが,著者はアレルギー疾患患者
 の末梢血より,エルトリエーターとパーコール非連続密度勾配法を用いて,約80%に精製した好
 塩基球を用いた。その結果,重症喘息患者のBAL中には有意に高いBCAが存在することを確
 認し,さらにゲル口過(セファデックスG-25)で分子量毎のBCAを検討したところ,500から
 3,500ダルトンの低分子領域に4っのBCAのピークを認めた。さらにこれらの物質は56℃,30分
 の熱処理では活性を失活しないが,100℃,15分の熱処理では活性を失うこと,またこれまで
 BCAを示すことが報告されているIL-3やGM-CSFではないことをそれぞれのモノクロナール
 抗体を用いて証明した。
 以上,本研究は重症喘息患者の気道内における炎症の存在を確認し,さらに気道内のBCAの
 存在を証明しており,その臨床的意義は高く,学位論文に価すると考える。
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